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57© Resumen:
Nuevas levaduras vínicas autolíticas termosensibles “Sac-
charomyces cerevisiae” y su método de obtención.
La invención que se reivindica en la presente solicitud
consiste en nuevas levaduras vínicas autolíticas termo-
sensibles “Saccharomyces cerevisiae” para la elaboración
de vinos espumosos, obtenidas a partir de la cepa paren-
tal “Saccharomyces cerevisiae” CECT 1648, así como su
método de obtención. Este procedimiento consiste en la
aplicación de una dosis controlada de radiación UV, y la
selección de mutantes termosensibles en condiciones de
incubación definidas al efecto. La cepa así obtenida pre-
senta un fenotipo con un interesante uso potencial en la
industria vínica y realiza la autolisis en menor tiempo que
la cepa parental.
Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP.E
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DESCRIPCION
Nuevas levaduras vnicas autolticas termo-
sensibles Saccharomyces cerevisi y su metodo de
obtencion.
Sector de la tecnica
La invencion se encuadra dentro del Area
Agroalimentaria, en el Sector Enologico, subsec-
tores de vinos espumosos y de cultivos microbia-
nos. Dadas las caractersticas fenotpicas de las
nuevas cepas de levadura autoltica termosensible
Saccharomyces cerevisi, esta invencion puede te-
ner aplicacion en la industria productora de auto-
lisados de levadura, relacionada con el sector de
productos para laboratorio.
Estado de la tecnica
Dentro de la industria enologica en particular,
y agroalimentaria en general, existe una clara ten-
dencia a realizar los procesos de fermentacion con
inoculos de levaduras autoctonas seleccionadas.
Los vinos espumosos naturales suponen una
cartera comercial muy importante en Espa~na, no
solo en el mercado interior, sino tambien, y muy
especialmente, en el mercado de la exportacion.
Estos vinos espumosos se diferencian de otros ti-
pos de vino, por su proceso especial de elabo-
racion que consiste basicamente en la obtencion
de un vino base al que se le a~naden azucares y
levaduras para que se produzca una segunda fer-
mentacion, y en el envejecimiento en contacto con
las levaduras del vino as obtenido. Las levadu-
ras a~nadidas suelen ser cepas haloctonas de casas
comerciales foraneas, que se imponen en el vino
sin ningun problema debido a que el mismo esta
exento de la microbiota espontanea que suele po-
blar los mostos. La patente espa~nola \Microor-
ganismo de la especie Saccharomyces cerevisi
CECT 1684 utilizable para la realizacion de la
toma de espuma del cava y de otros vinos espu-
mosos". 1999. A. Martnez, A.V. Carrascosa,
J.Ma. Barcenilla y M
a
.C. Polo. CSIC. Patente
espa~nola n 9902446, reivindica el uso de un mi-
croorganismo autoctono para la toma de espuma
del cava.
Precisamente la cepa Saccharomyces cerevisi
CECT 1684, reivindicada en dicha patente, es la
cepa parental a partir de la cual se obtiene el mu-
tante que se reivindica en la presente invencion.
Durante el envejecimiento de los vinos espu-
mosos naturales las levaduras estan en contacto
con el vino. Su duracion es variable (de pocos me-
ses a varios a~nos) y se puede realizar bien por el
metodo tradicional o Champenoise (segunda fer-
mentacion y envejecimiento en botella), bien por
el metodo Charmat o de grandes envases (segunda
fermentacion y envejecimiento en grandes envases
cerrados).
Durante el envejecimiento con las levaduras es
cuando estos vinos adquieren sus caractersticas
peculiares debidas, en su mayor parte, a la auto-
lisis de las levaduras y la liberacion de los produc-
tos de la autolisis al vino. Entre los compuestos
liberados al vino durante la autolisis destacan los
compuestos nitrogenados por su influencia sobre
el flavor y en las caractersticas de la espuma del
vino [Pueyo E. ; Polo M. C. (1991). Transfor-
maciones del vino por la accion de las levaduras
durante la elaboracion de vinos espumosos por
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el metodo champenoise o tradicional. Aliment.
Equip. Tecnol., 10: 73-76; Feuillat, M. ; Char-
pentier, C. (1982). Autolysis of yeast in cham-
pagne. Am. J. Enol. Vitic., 33: 613; Feuillat,
M. (1987). Preparation d’autolysats de levures
et addition dans les vins eervescents elabores se-
lon la methode champenoise. Rev. Fran. Oenol.,
109: 17-27; Leroy, M.J. ; Charpentier, M. ; Du-
teurtre, B. ; Feuillat, M. ; Charpentier, C. (1990).
Yeast autolysis during champagne aging. Am. J.
Enol. Vitic., 41: 21-281. Otro componente de
las levaduras que se degrada durante la autoli-
sis es la pared celular, que constituye del 15 % al
25 % del peso seco de la celula. La hidrolisis de
los polisacaridos de la pared y la liberacion de los
componentes unidos a ella, tales como las mano-
protenas, mejoran las cualidades sensoriales de
los vinos espumosos, particularmente en lo refe-
rido a la calidad y persistencia de las burbujas de
la espuma [Fleet, G. H. (1991). Cell Wall. En:
The Yeast. (Rose, A. H.; Harrinson, J. S. eds):
pags 199-277. Academic Press. London; Brisso-
net, F. ; Maujean, A. (1991). Identication of
some foam active compounds in champagne base
wines. Am. J. Enol. Vitic., 42: 97-102; Char-
pentier, C. ; Feuillat, M. (1993). Yeast autoly-
sis. En: Wine microbiology and biotechnology.
(Fleet, G.H. ed.): pags 225-242. Harwood Aca-
demic Press.Chur].
Los lpidos, que juegan un papel fundamental
en la composicion y estructura de las membranas,
tambien se degradan durante la autoliss. Se ha
demostrado la relacion positiva entre la cantidad
de acido linoleico y acido palmtico presentes en
la fraccion lipdica y la estabilidad de la espuma
en vinos de cava [Pueyo E.; Martn-Alvarez PJ.;
Polo M. C. (1995). Relationship between foam
characteristics and chemical composition in wines
and cavas (sparkling wines). Am. J. Enol. Vitic.
46: 518-524].
La autolisis de la levadura es un proceso ex-
tremadamente lento, en parte como consecuencia
de la baja temperatura a la que se almacenan los
vinos, que limita la actividad de los enzimas nece-
sarios para su desarrollo. La lentitud del proceso
de autolisis ha sido identicada desde hace tiempo
como una limitacion a la rentabilidad comercial
de los vinos espumosos, y se han propuesto di-
ferentes soluciones para su aceleracion, que van
desde la adicion de levaduras que han experi-
mentado un proceso de autolisis acelerada in vi-
tro [Fleet, G.H. (ed) Wine microbiology and bio-
technology. 1993- Harwood acdemic publishers.
Suiza] hasta el aumento de la temperatura de los
tanques (en el caso de la elaboracion en grandes
envases), cuando el vino esta todava en contacto
con las las. La aceptacion de los productos obte-
nidos mediante estas modicaciones del proceso
ha sido limitada, atribuyendoseles sabores desa-
gradables denidos como gusto a levadura o sabo-
res tostados [Suarez, J.A., I~nigo, B. Microbiologa
enologica. 1990. Ediciones Mundi-Prensa. Ma-
drid].
La presente invencion ofrece una alternativa
adicional para la aceleracion del proceso de au-
tolisis durante el envejecimiento, que carece de
los efectos negativos atribuidos a las soluciones
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actuales y consiste en la utilizacion de cepas de
S. Cerevisi autoctonas mejoradas geneticamente
por metodos tradicionales.
El proceso autoltico se desencadena normal-
mente en respuesta al agotamiento de nutrientes,
aunque algunos otros factores, como la presen-
cia de etanol, el pH, o la temperatura pueden in-
fluir notablemente en su desarrollo. Se conocen
ademas una gran cantidad de mutaciones que ace-
leran el proceso, estas mutaciones pueden afectar
a genes implicados en diferentes procesos celulares
como la sntesis de la pared, la gemacion, el ciclo
celular, etc. La mayor parte de estas mutaciones
son termosensibles debido a que en los metodos
de seleccion que se ha usado para obtenerlos se
ha recurrido a fenotipos condicionales, puesto que
de otro modo sera muy difcil encontrar mutan-
tes que aceleren este proceso, que conduce a la
muerte celular.
El proceso autoltico de S. cerevisi ha sido
objeto de numerosos estudios sobre biologa ce-
lular basica, sin embargo en pocas ocasiones se
han propuesto aplicaciones biotecnologicas para
los resultados de estas investigaciones. Una de
las excepciones destacables la constituye la utili-
zacion de mutantes autolticos para la produccion
de protenas heterologas en S. cerevisi [Alvarez,
P., Sampedro, M., Molina, M., Nombela, C. 1994.
A new system for the release of heterologous pro-
teins from yeast based on mutant strains decient
in cell integrity. J. Biotechnol. 38:81-88]. Por ello
la presente invencion utiliza una metodologa ya
descrita pero aplicada a otros organismos y con
nes distintos a los publicados; y presenta un alto
grado de originalidad, ya que nunca se ha reivin-
dicado un mutante de la misma cepa parental, ni
de ninguna otra con los mismos nes y objetivos
contemplados en la presente invencion.
En cuanto a otras patentes recientes existentes
en Espa~na de microorganismos utilizables para la
elaboracion de vinos, mencionamos las siguientes:
1. Patente espa~nola n ES2091723A19961101:
\Cepas de levaduras CECT 10835 Saccharomyces
cerevisi y CECT 10836 Saccharomyces cerevisi
bayanus de aplicacion como cultivos iniciadores
en las vinicaciones". A.I.Briones; J.F. Iranzo.
1996. U. Castilla-La Mancha.
2. Patente espa~nola n ES2089982A19961001.
\Nueva cepa de Saccharomyces cerevisi EX88 y
su aplicacion en procesos de vinicacion de mos-
tos". M. Ramirez; J.A. Mateos; F. Perez; E.
Sanchez y C. de Miguel. 1996. U. de Extrema-
dura.
3. Patente espa~nola n ES2125189 A. \Proce-
dimiento para el aislamiento de cepas industria-
les de Saccharomyces cerevisi resistentes a ciclo-
heximida y sus aplicaciones". Manuel Ramirez;
J.A. Regodon; F. Perez; E. Valdes; C. de Miguel.
1999. Univ. Extremadura
4. Patente espa~nola n ES2116922 A. \Sistema
de reactores-fermentadores para llevar a cabo la
seleccion de microorganismos. levadura Saccha-
romyces cerevisi seleccionada". C. Cabranes y
J. J. Mangas. 1996. Principado de Asturias.
5. Patente espa~nola n ES9300789 \Levadura
vnica CECT 1973, su metodo de obtencion por
tecnicas de dna recombinante y su aplicacion
como levadura vnica de uso industrial, util para
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mejorar el aroma de los vinos". 1993. D. Ramon,
R. Gonzalez, J. A. Perez y A. Querol. CSIC.
Aunque estas patentes, y otras no incluidas,
reivindican el uso de levaduras para realizar la vi-
nicacion, basan su originalidad en la cepa, cada
cepa protegida es distinta a las demas, no reivin-
dicandose en ninguna de ellas el uso de dichas
cepas para la realizacion de la toma de espuma
en el cava, ni existiendo hasta la fecha patente
alguna que reivindique el empleo de la cepa Sac-
charomyces cerevisia CECT 11767.
Antes de pasar a la descripcion de la inven-
cion y a modo de resumen, decir que el empleo
de levaduras para la realizacion de la toma de es-
puma en vinos espumosos es imprescindible, y que
sera muy aconsejable ofrecer al sector la posibi-
lidad de contar con cepas autoctonas, mejoradas
geneticamente pero no recombinantes, y de grado
alimentario, que preserven al maximo la origina-
lidad del producto debida a la cepa utilizada.
Descripcion de la invencion
Breve descripcion de la invencion
La invencion que se reivindica consiste en nue-
vas cepas de levadura enologica autoltica y ter-
mosensible Saccharomyces cerevisi, obtenidas
por mutagenesis fsica a partir de la cepa parental
Saccharomyces cerevisi CECT 1684, y el metodo
utilizado para su seleccion, utilizable para la pro-
duccion de mutantes autolticos estricta o mode-
radamente termosensibles a partir de levaduras de
interes agroalimentario, capaces de experimentar
una autolisis moderada a temperaturas bajas de
incubacion. Se reivindica la nueva cepa Saccha-
romyces cerevisi CECT 11767. Tambien se rei-
vindica en la presente invencion el empleo de la
cepa Saccharomyces cerevisi CECT 11767 en la
realizacion de la toma de espuma de cava, en la
elaboracion de vinos espumosos, vino base utili-
zable para la elaboracion del cava, vino sobre las,
elaboracion de cualquier tipo de vino, fabricacion
de cualquier tipo de alimento, como levadura ca-
paz de realizar la fermentacion alcoholica, prepa-
racion de extractos de levadura o cualquier otro
uso de interes industrial.
Descripcion detallada de la invencion
La mutagenesis clasica aplicada en este caso
para la obtencion de cepas industriales capaces de
experimentar autolisis acelerada es el objeto de la
presente invencion. Son beneciarios potenciales
de esta invencion el conjunto de empresas elabo-
radoras de vinos espumosos, ya sea mediante el
metodo tradicional o mediante el uso de sistemas
en gran envase (metodo Charmat y derivados),
as como las bodegas productoras de vinos sobre
las, que se encuentran distribuidas por toda la
geografa espa~nola.
La puesta a disposicion de las bodegas de una
o varias cepas de levadura para la elaboracion de
vinos espumosos, capaces de llevar a termino la
segunda fermentacion, y sufrir a continuacion un
proceso autoltico acelerado, en comparacion con
el proceso autoltico que tambien sufren las cepas
actualmente en uso. La autolisis de la levadura
es primordial para las caractersticas peculiares
de este tipo de vinos, incluyendo tanto caracteres
olfativos y gustativos como las propiedades de la
espuma, que juegan un papel muy importante en
la apreciacion de los mismos.
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Esta cepa mutante autoltica termosensible
puede encontrar dos aplicaciones alternativas, la
elaboracion de vinos con calidad equivalente a la
actual, pero con tiempos mas cortos de envejeci-
miento, con la consiguiente reduccion en los costes
de produccion; o la elaboracion de los vinos respe-
tando los tiempos de envejecimiento establecidos
actualmente, pero con mejoras notables en la cali-
dad del producto nal. En ambos casos se espera
una mejora en la competitividad del producto en
el mercado, tanto nacional como internacional.
La capacidad autoltica que la cepa mani-
esta, tanto en soluciones modelo como en pro-
ceso, podra contribuir a la estabilidad de la
espuma en proporciones similares o mayores a
otras cepas utilizables para la toma de espuma,
autoctonas tales como la parental (CECT 1648)
y no autoctonas tales como Saccharomyces cere-
visi cepa EC1118, de la rma comercial cana-
diense L’Allemand (Montreal, Quebec, Canada).
Ejemplos de realizacion de la invencion
En los ejemplos que se exponen a continuacion
se detalla la experimentacion necesaria para el
desarrollo de esta patente. En la mayora de
los casos, los resultados se presentan compara-
tivamente a los obtenidos en el mismo experi-
mento con la cepa parental Saccharomyces cere-
visi CECT 1684.
Ejemplo 1
Obtencion del mutante Saccharomyces cerevisi
Cepa CECT 11767 a partir de Saccharomyces
cerevisi Cepa CECT 1684
En los experimentos de mutagenesis con agen-
tes fsicos (UV) o qumicos (EMS) es posible ob-
tener mutantes autolticos condicionales (termo-
sensibles) mediante metodos de deteccion previa-
mente publicados [ Cabib, E., Duran, A. 1975.
qSimple and sensitive procedure for screening
yeast mutants that lyse at nonpermisive tempe-
ratures. J. Bacteriol. 124:1604-1606; Molero, G.,
YusteIlojas, M., Montesi, A., Vazquez, A., Nom-
bela, C., Sanchez, M. 1993. A cdclike autolytic
Saccharomyces cerevisi mutant altered in bu-
dding site selection is complemented by SPO12,
a sporulation gene. J. Bacteriol. 175:6562-6570
1993]. Estos metodos han sido, junto con al-
gunos otros mencionados en los proximos ejem-
plos, utilizados previamente, pero por separado y
con nes distintos a los que esta invencion hace
referencia, tratandose en la mayora de los casos
de resolver con su aplicacion problemas estricta-
mente cientcos y nunca con aplicabilidad indus-
trial agroalimentaria. Otra originalidad consiste
en que se han utilizado temperaturas mas bajas
que las publicadas como temperatura permisiva y
restrictiva (15C y 25-30C respectivamente), por
ser probable la existencia de cierta termosensibili-
dad a 37C en las cepas industriales, y porque re-
sulta interesante que la temperatura de seleccion
de los mutantes sea lo mas proxima posible de la
temperatura habitual de envejecimiento del vino.
El objetivo de la presente invencion es la ob-
tencion de una cepa que sea capaz de llevar a cabo
la segunda fermentacion y que posea una capa-
cidad autoltica acelerada respecto a las que se
usan actualmente en la industria. Por otra parte,
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es importante mantener las caractersticas tec-
nologicas de las cepas industriales actuales, que
han sido objeto de seleccion durante a~nos. Por
este motivo la metodologa a utilizar que se basa
en la modicacion, mediante metodos geneticos
clasicos aplicando radiacion ultravioleta contro-
lada, de la cepa industrial preexistente deno-
minada parental Saccharomyces cerevisi CECT
1684, identicada previamente a partir de las ce-
pas de la coleccion del Instituto de Fermentacio-
nes Industriales como la mejor levadura para se-
gunda fermentacion de vinos espumosos en un
grupo que inclua tanto cepas de la citada co-
leccion como cepas comerciales y otras cepas que
se estan usando actualmente para la produccion
industrial [Martnez-Rodriguez, A.; Carrascosa,
A.V.; Barcenilla, J.Ma.; Pozo-Bayan, M
a
.A. y
Polo, M.C.2000. Autolytic capacity and foam
analysis as additional criteria for the selection of
yeast strains for sparkling wine production. Food
Microbiol. 2001, 18, 183-191].
Para obtener el mutante objeto parcial de
la presente invencion, se inoculo la cepa paren-
tal Saccharomyces cerevisi CECT 1684 en caldo
YPD (1 % de extracto de levadura, 2 % de pep-
tona y 2 % de glucosa) incubandose durante 12 h
a 30C en agitador orbital a 150 rpm. A conti-
nuacion el cultivo se sembro en placas de agar del
mismo medio, en una cantidad suciente como
para obtener 500 colonias por placa. La placa
de agar YPD sembrada en supercie se sometio,
tras quitarle la tapa, a radiacion ultravioleta pro-
ducida por la lampara G8T5 durante 30", tras lo
cual se incubo durante 48-72h a 16-18C, compro-
bando una supervivencia aproximada del 50 %.
Para llevar a cabo la deteccion de los mutan-
tes autolticos sensibles a temperatura se llevo a
cabo la replica con terciopelo esteril de las co-
lonias crecidas en agar YPD, sembrandolas en
agar YPD suplementado con BCIP (5-bromo-4-
cloro-3-indolil fosfato, 40 mg/L). A continuacion
se incubaron a 20C durante 24h, transriendolas
posteriormente a condiciones de cultivo permisi-
vas (20) o restrictivas (37C).
Tras la incubacion se obtuvieron varias colo-
nias con coloracion azul a 37C, que destacaban
sobre un fondo de colonias palidamente colorea-
das. Esta coloracion azul se interpreto como fe-
notipo ltico, de acuerdo con el metodo de se-
leccion empleado. Dichos fenotipos fueron com-
probados incubando a 25 y 30C, temperaturas
que permitieron advertir con mayor precision las
diferencias de capacidad autoltica entre la cepa
parental y los mutantes. Entre los diversos fe-
notipos lticos se encontraba Saccharomyces cere-
visi Cepa CECT 11767: esta cepa produjo las
colonias mas peque~nas en diametro a 20C com-
paradas con las de la cepa parental, fue incapaz de
crecer a 37C y produjo la coloracion mas oscura
en el crecimiento sobre agar YPD suplementado
con BCIP. La incapacidad de crecimiento a 37C
ofrece la posibilidad de la seleccion para controlar
durante su uso industrial la pureza frente a posi-
bles revertientes de la cepa reivindicada en esta
invencion.
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Ejemplo 2
Cinetica de crecimiento del mutante Saccharo-
myces cerevisi Cepa CECT 11767
Para comprobar que la mutacion o mutacio-
nes producidas en el genoma de la cepa Saccha-
romyces cerevisi CECT 11767 no afectaban sus-
tancialmente a las caractersticas de crecimiento,
se llevo a cabo el estudio de su cinetica de cre-
cimiento. Para ello se inocularon las cepas en
caldo YPD, incubandose durante dos semanas a
20C. La curva de crecimiento se representa en
la Figura 1. El tiempo de generacion respecto
a la cepa parental aumento un 25 %, y tambien
aumento la duracion del periodo de latencia (Fi-
gura 1), lo que concuerda con el peque~no tama~no
de las colonias en agar YPD. Este ligero retraso
en el crecimiento hace suponer que en procesos de
potencial aplicacion industrial, como por ejemplo
la elaboracion del cava que dura un mnimo de 9
meses, no va a tener una influencia decisiva.
Ejemplo 3
Valoracion in vitro de la capacidad autoltica del
mutante Saccharomyces cerevisi CECT 11767
mediante autolisis acelerada
Para determinar la capacidad autoltica de las
levaduras se suele utilizar el Metodo de induccion
de autolisis [Feuillat, M. (1987). Preparation
d’autolysats de levures et addition dans les vins
eervescents elabores selon la methode champa-
noise. Rev. Fran. Oenol., 109: 17-27]. La cepa
parental y el mutante se inocularon en caldo de
propagacion (5 % de glucosa, 1 % de extracto de
levadura) y se incubaron durante 24-72 h a 20C
para alcanzar la fase exponencial. Las celulas
fueron recogidas mediante centrifugacion a 7000g
durante 10 minutos y lavadas tres veces en suero
siologico esteril (0,9 % CINa). A continuacion
se suspendieron en medio vnico [Feuillat, 1987]
(etanol 10 %, v/v; acido tartarico 4g/L; acido
malico 3g/L, acido acetico 0,1 g/L, sulfato de po-
tasio 0,1 g/L y sulfato de magnesio 0,025 g/L;
pH 3 ajustado con hidroxido sodico] en una con-
centracion de aproximadamente 108 celulas/mL.
La autolisis se llevo a cabo mediante incubacion
a 100 rpm en agitador orbital a 25, 30 o 37C.
Se tomaron muestras a 8 y 24h y se centrifugaron
5 minutos a 12000g, estimandose en el sobrena-
dante la concentracion en protenas mediante el
metodo Bradford [ Bradford, M. M. (1976). A ra-
pid and sensitive method for the quantitation of
microgram quantities of protein utilising the prin-
cipie of protein-dye binding. Anal. Biochem., 72,
248-255] y los aminoacidos producidos durante el
ensayo, por el metodo ninhidrina-cadmio [Doi, E.;
Shibata, D. y Matoba, T. (1981). Modied colo-
rimetric ninhydrin methods for peptidase assay.
Anal. Biochem., 118, 173-184]. Los resultados
obtenidos se muestran en la tabla 1 y fueron in-
dicativos de que Saccharomyces cerevisi CECT
11767 es una cepa autoltica sensible a tempera-
tura con utilidad potencial en la industria agroa-
limentaria (por ejemplo en la toma de espuma del
cava).
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TABLA 1
mg(BSA) L−1 Parental Mutante
8h 24h 8h 24h
25C 4.57 4.59 5.10 5.69
30C 3.96 3.50 7.05 7.54
37C 3.83 3.79 6.45 9.00
mg(leucina) L−1 Parental Mutante
8h 24h 8h 24h
25C 120.73 129.90 151.67 158.55
30C 116.43 123.59 142.50 166.57
37C 125.31 140.79 160.84 167.72
Ejemplo 4
Capacidad fermentativa del mutante Saccharomy-
ces cerevisi CECT 11767
La comprobacion del poder fermentativo de
Saccharomyces cerevisi Cepa CECT 1684, debe
realizarse periodicamente para vericar su mante-
nimiento en optimas condiciones. El estudio debe
realizarse como a continuacion se especica, tal y
como se ha llevado a cabo en el Instituto de Fer-
mentaciones Industriales (C.S.I.C.).
En primer lugar se prepara un medio de cul-
tivo donde se van a realizar los ensayos, cuya for-
mulacion debera parecerse lo mas posible a un
vino base para la elaboracion del cava. Reco-
mendamos la siguiente formulacion para la pre-
paracion del vino base sintetico:
Sacarosa 2,50 %
Extracto de levadura 0,10 %
Etanol 10,00%
pH=3
Se preparan cultivos en fase exponencial y se
siembra al 10 % (v/v) el vino ase sintetico, incu-
bando a 10C hasta peso constante en matraces
Erlenmeyer con Valvula Mu¨ller. La experiencia,
llevada a cabo en paralelo con la cepa parental y
la mutante, da como resultado valores muy simi-
lares, ligeramente superiores a 1 % vol. Los resul-
tados indican que la cepa objeto de la presente
invencion es capaz de fermentar de modo similar
a la cepa parental un vino base sintetico.
Ejemplo 5
Mantenimiento de la viabilidad y metodos de con-
servacion para el mutante Saccharomyces cere-
visi CECT 11767
Todas las incubaciones deben realizarse a
20C.
Como metodos de conservacion, se recomien-
dan aquellos utilizados hasta la actualidad en el
Departamento de Microbiologa del Instituto de
Fermentaciones Industriales: la resiembra en agar
inclinado, la congelacion a -80C y la liolizacion.
Respecto a la resiembra en agar inclinado,
es conveniente que se realice en medios de cul-
tivo comerciales tales como Agar Malta, o en me-
dios de cultivo de laboratorio tales como el Agar
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YPD (\Yeast Peptone Dextrose") [Perez-Gonza-
lez, J.A.; Gonzalez, R.; Querol, A.; Sendra, J. y
Ramon, D. (1993): Construction of a recombi-
nant yeast strain expressing beta-(1,4)-Endoglu-
canase and its use in microvinication processes.
Appl. Environm. Microbiol. 59,9,2801-2806]. En
condiciones de refrigeracion en atmosfera contro-
lada (4C, HR=85 %), habiendo preparado los tu-
bos con tapon de algodon hidrofobo, y habiendo
recubierto los mismos con papel sulfurizado, se
garantiza la posibilidad de conservar viabilidad y
capacidades tecnologicas idoneas, realizando re-
siembras anuales.
En cuanto a su conservacion mediante conge-
lacion, se han de obtener cultivos en fase expo-
nencial en medio lquido de Caldo YPD [Perez-
Gonzalez, J.A.; Gonzalez, R.; Querol, A.; Sen-
dra, J. y Ramon, D. (1993): Construction of a
recombinant yeast strain expressing beta-(1,4)-
Endoglucanase and its use in microvinication
processes. Appl. Environm. Microbiol. 59, 9,
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2801-2806], tras incubacion en agitador orbital
(150 rpm, 30C). A continuacion se centrifuga a
3000g., y se resuspenden los depositos en Caldo
YPD esteril con glicerol al 10-20 %. Despues de
esto, se introducen los ejemplares en un congela-
dor a -80C.
Utilizando un procedimiento similar al des-
crito para la conservacion por congelacion, se re-
suspende el centrifugado de los cultivos exponen-
ciales en Leche Descremada al 10 %. Se procede a
la liolizacion de los viales y su posterior sellado
a vaco en condiciones de esterilidad, y el tiempo
de conservacion es superior a 5 a~nos.
Descripcion de guras y tablas
Figura 1. Curva de crecimiento a 20C de la
cepa parental y del mutante autoltico termosen-
sible. La densidad optica se representa en escala
logartmica.
Tabla 1. Protenas y aminoacidos liberados en
el ensayo de autolisis inducida por la cepa paren-
tal y el mutante autoltico termosensible.
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REIVINDICACIONES
1. Microorganismo de la especie Saccharomy-
ces cerevisi caracterizado por haber sido ob-
tenido mediante mutagenesis a partir de la cepa
parental Saccharomyces cerevisi CECT 1684 y
por ser autoltico y termosensible.
2. Metodo de obtencion del microorganismo
segun la reivindicacion 1 caracterizado porque
comprende las siguientes etapas:
a) mutagenesis a partir de la cepa parental.
b) seleccion de mutantes termosensibles a tem-
peraturas permisiva y restrictiva de 15C y
25-30C respectivamente.
c) seleccion de los mutantes a las temperaturas
mencionadas en b) mediante la coloracion
azul producida por la actividad fosfatasa
frente al sustrato BCIP.
3. Microorganismo segun las reivindicaciones
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1 y 2 caracterizado porque la mutagenesis se
realiza mediante agentes fsicos (UV) o qumicos
(EMS).
4. Microorganismo segun las reivindicaciones
1 a la 3 caracterizado porque pertenece a la
especie Saccharomyces cerevisi CECT 11767.
5. Utilizacion del microorganismo segun las
reivindicaciones 1 a la 4 para la realizacion de
la toma de espuma del cava o la elaboracion de
vinos espumosos.
6. Utilizacion del microorganismo segun las
reivindicaciones 1 a la 4 para la elaboracion del
vino base utilizable para la elaboracion del cava,
vino sobre las, elaboracion de cualquier tipo de
vino y como levadura capaz de realizar la fermen-
tacion alcoholica.
7. Utilizacion del microorganismo segun las
reivindicaciones 1 a la 4 para la fabricacion de
cualquier producto alimentario, preparacion de
extractos de levadura o cualquier otro uso de in-
teres industrial.
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